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Lipopolysaccharide（LPS）で誘導した肺炎症に対する影響について検討した。AM に LPS 添
加群（最終濃度 10	μg/ml）と LPS に京産ハチミツ添加（ハチミツ最終濃度 1、10	mg/ml）
した HL（Honey	+	LPS）群を設け共培養し、炎症性サイトカインである IL-1β と CXCL2 の
mRNA 発現を RT-PCR 法により調べた。AM の IL-1β	mRNA 発現比率は、LPS 添加群と比
較して、HL 添加群のハチミツ濃度 10	mg/ml で有意な（p	<	0.01）減少が認められた。一方、
CXCL2	mRNA 発現比率は、LPS 添加群と比較して、HL 添加群のハチミツ濃度 10	mg/ml で有
意な（p	<	0.001）減少が認められ、ハチミツに炎症性サイトカインの発現を抑制することが認
められた。これらの in	vitro 系の結果から、LPS 投与による肺炎症への影響を検討した。マウ
スに LPS	50	μg/ 匹を投与した LPS 群、ハチミツ 10	mg/ 匹を投与し 24 時間後に LPS	を投与
した Honey	+	LPS（HL）群について、それぞれの BAL 総細胞数を比較した。BAL 総細胞数
は、LPS 群で有意な（p	<	0.001）増加が認められたが、HL 群で有意な（p	<	0.05）減少が認め
られた。好中球の細胞比率は LPS 群で有意な（p	<	0.001）増加が認められたが、HL 群で減少















悪寒、筋力低下、疼痛など炎症を引き起こす 4）。LPS にはリピド A（lipidA）という特殊な脂
質が存在し、これが内毒素活性を示す。LPS による免疫応答は、肺胞マクロファージの細胞



















LPS は、ナカライテスク株式会社より購入した。LPS を RPMI1640（–）培養液［RPMI1640
（ナカライテスク）500	ml、100	U/ml ペニシリン（明治製菓）、100	μg/ml	ストレプトマイシ
ン（明治製菓）を含む溶液、以下 R（–）とする］で 10	mg/ml 溶液を作製し、PBS（–）溶
液［Phosphate	buffer	saline（–）：Mg2 ＋、Ca2 ＋を含まないリン酸緩衝液（日水製薬株式会社）、
以下 PBS（–）とする］で 1	mg/ml に調製し、分注して –20°C で保存した。
3．京都産業大学産ハチミツ（京産ハチミツ）の調製
ヒグチ養蜂園（京都市）より購入したセイヨウミツバチを京都産業大学構内で飼育し、2015









匹を投与し、これを LPS 群とし LPS 誘導性肺炎症を作製した。また、京産ハチミツ
10	mg/50	μl/ 匹を投与し、これを Honey 群とした。さらに、京産ハチミツ 10	mg/50	μl/ 匹を
投与し、24 時間後に LPS	5	μg/50	μl/ 匹を投与したものを Honey	+	LPS（HL）群とした。な
お、無処置のマウスを control 群とした。
5．気管支肺胞洗浄（Broncho Alveolar Lavage: BAL）
気管支肺胞洗浄は、気管支内投与をしてから 24 時間後に行った。マウスの腹腔内に PBS










BAL 細胞の調製については、前述の BALF を 1000	rpm、10 分間、4°C で遠心後、上清を
取り除き、RPMI1640（+）［RPMI1640（ナカライテスク）10%FCS、100	U/ml ペニシリン
（明治製菓）、100	μg/ml ストレプトマイシン（明治製菓）、以下 R（+）とする］を 0.5	ml 加
えて懸濁した。この細胞浮遊液にチュルク染色液を加え、血球計算盤で細胞数を測定し、細
胞浮遊液を 5	×	105 個 /ml の濃度に R（+）で調製した。なお、control 群の BAL 細胞は 100%
肺胞マクロファージ（Alveolar	Macrophage:	AM）であった。
7．BAL細胞のサイトスピン標本の作製
BAL 細胞のサイトスピン標本は、5	×	105 個 /ml に調製した BAL 細胞浮遊液 100	μl を遠心
法浮遊細胞収集装置のスライドグラス上に滴下し、850	rpm、5 分間遠心し、細胞をスライド
グラスに集め、スライドグラスにメタノールを滴下し、2 分間放置し固定後、乾燥させ、ギム
ザ染色原液 150	μl とリン酸緩衝液（pH	7.4）5	ml を混合させ、ギムザ染色液を作成し、スラ




96 穴平底細胞培養プレートに、前述 6 の方法で AM を 5	×	105 個 /ml となるように R（+）
で調製した細胞浮遊液 100	μl を加え、解凍した LPS を培養前に R（–）で 2	μg/ml に調製
し、最終濃度 1	μg/ml となるように 100	μl 添加した。これを LPS 添加群（ハチミツ非添加）
とした。また、細胞浮遊液 100	μl に LPS を 4	μg/ml に調製し、最終濃度 1	μg/ml となるよう
に 50	μl 添加し、そこにハチミツ保存液を R（–）で 4	mg/ml、40	mg/ml、400	mg/ml に調製
し最終濃度 1	mg/ml、10	mg/ml、100	mg/ml になるように 50	μl 添加した。これを Honey	+	
LPS（HL）添加群（ハチミツ添加）とした。1	well あたりの各群それぞれ全量を 200	μl にし、
37°C の 5%	CO2 インキュベーターで 4 時間培養した。
9．IL-1βと CXCL2サイトカインのmRNA発現
1）全 RNA の抽出
前述 7 の培養後、上清を取り除き、残った細胞に Solution	D（4	M グアニジンチオシアン
酸塩、25	mM クエン酸ナトリウム、0.5%	N-ラウロイルコシンナトリウム、0.1	M2-メルカプ
トエタノール）200	μl を加えて細胞を溶解させ、これを細胞溶解液とした。全 RNA の抽出は、
細胞溶解液 200	μl をエッペンチューブに取り H2O-phenol	200	μl、2M	Sodium	Acetate	20	μl、
CIAA	80	μl を加えて撹拌し、15000	rpm	5 分間 4°C で遠心した。その後、新しいエッペン
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チューブに上清 200	μl を取り、100% エタノール 400	μl を加えて撹拌した後、–20°C で 60 分
間、放置した。再び 15000	rpm、30 分間、4°C で遠心し、上清を取り除き、Solution	D	300	μl、
Phenol/CIAA	300	μl を加えて撹拌し、15000	rpm、5 分間、20°C で遠心した。遠心後、新し
いエッペンチューブに上清 300	μl を取り、100% エタノール 700	μl を加え撹拌し、–20°C で 60
分間放置し、全 RNA を抽出した。
2）cDNA の作製
cDNA の作製は、前述で抽出された全 RNA 溶液を 15000	rpm、20 分間、4°C で遠心し上清
を取り除き、75% エタノール 1000	μl を加え撹拌し、15000	rpm、10 分間、4°C で遠心して上
清を取り除き、アスピレーターで 30 分間乾燥させた。乾燥後、滅菌した超純水 10	μl、ランダ
ムプライマー（宝酒造）1	μl を加えて撹拌し 65°C、5 分間、放置後、さらに氷上で 5 分間放
置した。その後、25	mM	dNTP	0.8	μl、0.1	M	DTT（invitrogen）4	μl、5	×	buffer	8	μl、MLV	
1	μl、滅菌した超純水 15.2	μl を加え 15000	rpm で flash した後、37°C、45 分間、温浴槽で反
応させ、65°C、10 分間で反応をとめ、氷上で 10 分間放置し、cDNA を作製した。作製後の
cDNA は –20°C で保存した。
3）PCR
PCR は、マイクロチューブに前述で作製した cDNA	1	μl に各プライマー（β-actin,	 IL-1β,	
CXCL2）の sense、anti-sense を各々 0.75	μl、Go-Taq	10	μl、滅菌した超純水 7.5	μl を加え撹

















マーカー（pBR322DNA-MSP	I	Digest:	BioLabs）1	μl をゲルの溝に分注し、45	mA で 90 分間
泳動した。泳動後、ゲルを 0.5	μl/ml のエチジウムブロマイドで 20 分間染色後、遺伝子定量解
析システムを用いて PCR 増幅産物の電気泳動写真を撮影した。各サンプルの PCR 増幅産物




S.D.）を求め、student’s	 t-test により control 群と LPS 群、LPS 群と HL 群、LPS 添加群と
HL 添加群を比較し p 値を求め、p	<	0.05 を有意差とした。
3．結　果
1．京産ハチミツによる AMの IL-1β mRNA発現への影響
IL-1β の mRNA 発現比率は、LPS 添加群で 1.4	±	0.8（mean	±	S.D.）、HL 添加群のハチミツ
濃度 1	mg/ml で 1.4	±	0.4、10	mg/ml で 0.3	±	0.5 であり、LPS 添加群と比較して HL 添加群の
ハチミツ濃度 10	mg/ml、100	mg/ml で有意な（p	<	0.01）減少が認められた。京産ハチミツ
による IL-1β	mRNA 発現の抑制が認められた（図 1）。
2．京産ハチミツによる AMの CXCL2 mRNA発現への影響
CXCL2 の mRNA 発現比率は、LPS 添加群で 1.6	±	0.3、HL 添加群のハチミツ濃度 1	mg/ml





マウス 1 匹あたりの BAL 総細胞数は、control 群で 1.3	±	0.3	×	105 個（mean	±	S.D.）、
Honey 群で 1.6	±	0.3	×	105 個、LPS 群で 11.9	±	2.8	×	105 個、HL 群で 8.7	±	2.9	×	105 個であり、
control 群と比較して LPS 群で BAL 総細胞数の有意な（p	<	0.001）増加が認められた。また、
LPS 群と比較して HL 群で BAL 総細胞数の有意な（p	<	0.05）減少が認められた（図 3）。
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2）BAL 細胞比率への影響
BAL 細胞における肺胞マクロファージの比率は、control 群を 100% とした場合、Honey 群
で 97.1	±	3.0%（mean	±	S.D.）、LPS 群で 9.5	±	12.1%、HL 群で 19.5	±	7.6% であり、control 群
と比較して LPS 群で有意な減少（p	<	0.001）が認められた。一方、好中球の比率は、control
図 2　京産ハチミツによる AM の CXCL2	mRNA 発現への影響
a）：Mean	±	S.D.、□：LPS 添加群、■：HL 添加群、***：p	<	0.001、LPS 添加群 vs	HL 添加群
図 1　京産ハチミツによる AM の IL-1β	mRNA 発現への影響
a）：Mean	±	S.D.、□：LPS 添加群、■：HL 添加群：（Honey	+	LPS）
**：p	<	0.01、LPS 添加群 vs	HL 添加群
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群で 0% であったが、Honey 群で 2.8	±	3.0%、LPS 群で 90.5	±	12.1%、HL 群で 80.5	±	7.6% で
あり、control 群と比較して LPS 群で有意な（p	<	0.001）増加が認められた。また、LPS 群と












（エンドトキシン）の 1 つである。LPS は多糖体部分と内毒素活性の中心となるリピド A で
構成されている。LPS が結合し、作用を示す標的細胞としては、リンパ球やマクロファージ、
図 3　京産ハチミツ投与による LPS 誘導性肺炎症の BAL 総細胞数への影響




である CD14 と結合し、マクロファージは活性化され、TNF や IL-1 などの炎症性サイトカイ
ンを産生することにより好中球が誘導・活性化され炎症が誘導されることが知られている 9）。
同様に、LPS が TLR4 に結合し、NF-κB を活性化し、炎症性サイトカインを産生し、好中球
を誘導されることにより、炎症反応を引き起こすことが知られている 5）。
図 4　京産ハチミツ投与による LPS 誘導性肺炎症の BAL 細胞比率への影響





免疫細胞である AM と LPS の気管支内投与により誘導した肺炎症に対する京都産業大学産ハ
チミツの影響について検討した。
まず、AM の炎症性サイトカイン IL-1β とケモカイン CXCL2 に対する京産ハチミツの影響
について検討した。IL-1β は、細菌や LPS による刺激をマクロファージが受けることで産生
され、ケモカインの産生を誘導する炎症性サイトカインの一種である 10）。IL-1β	mRNA 発現
は LPS 添加群で認められたが、ハチミツ添加により有意な減少が認められた。また、CXCL2




LPS 刺激下でのハチミツ添加による IL-1β	mRNA 発現比率の減少は、京産ハチミツが LPS の
CD14 や TLR4 への結合を阻止し IL-1β	mRNA 発現を抑制したためであると考えられる。また、
ハチミツによる CXCL2 産生や CXCL2	mRNA 発現への影響については、現在報告されていな
い。しかし、京産ハチミツにより IL-1β	mRNA 発現が抑制されたことと同様のメカニズムで
CXCL2	mRNA 発現が抑制されたと考えられる。
in	vitro 系の実験で、京産ハチミツによる AM の IL-1β と CXCL2	mRNA 発現の抑制が認め
られたため、次に京産ハチミツの LPS 気管支内投与による LPS 誘導性肺炎症モデルについて
BAL 総細胞数に対する影響を検討した。BAL 総細胞数は、control 群と比較して LPS 群で有
意な増加が認められた。また、LPS 群と比較して HL 群で有意な減少が認められた。マウス
への LPS 気管支内投与により BAL 総細胞数は増加することが報告されており 13）、今回の結
果と同様であった。ハチミツの気管支内投与により BAL 総細胞数が減少したという報告はさ
れておらず、京産ハチミツの気管支内投与による BAL 総細胞数の減少は、LPS 刺激による細
胞の誘導が抑制されたことによると考えられる。京産ハチミツの気管支内投与による BAL 総
細胞数の減少が認められたため、サイトスピン標本を作製し、BAL 細胞の細胞比率について
検討した。LPS 群では AM 比率の有意な減少、好中球比率の有意な増加が認められた。一方、
LPS 群と比較して京産ハチミツ投与（HL）群では好中球比率の減少傾向が認められた。LPS







グラム陰性菌異物認識レセプターである TLR4 にハチミツが作用し、LPS の TLR4 への結合













honey	 in	experimentally	 induced	 inflammatory	bowel	disease	 in	rats.	Phytother	Res,	Nov;	22(11):	
1511–1519,	2008




























Honey is natural product by honey bee, and it is generally used as wound healing and 
healthy food. It is known that LPS induces lung inflammation and infiltration of neutrophil 
into pulmonary alveolus. We previously reported that honey enhanced immune functions of 
neutrophils. However, the effect of honey on immune cell and anti-inflammatory effect of 
honey on lung inflammation are not fully understood. Therefore, we investigated the effect of 
honey on alveolar macrophage (AM) as an immune cell and anti-inflammatory effect of honey 
on LPS-induced lung inflammation. The expressions of IL-1β and CXCL2 mRNA of AM were 
inhibited by honey treatment of 10 mg/ml concentration in vitro. Inhalation of LPS led to in-
crease of number of broncho alveolar lavage cells and ratio of neutrophil in the lung. Number 
of broncho alveolar lavage cells and ratio of neutrophil were decreased in honey inhaled mice 
compare with LPS inhaled mice. These results suggest that honey has possibility of anti- 
inflammatory activity through the inhibition of the expressions of IL-1β and CXCL2 mRNA 
by prevention of LPS binding to TLR4.
Keywords: Honey, Alveolar macrophage, Neutrophil, LPS-induced lung inflammation, 
Cytokine
